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ENERGIETRANSFERSYSTEME 



Fur die Detektion sowle die Identifizierung von DNS Oder RNS kSnnen Hybrldisierungen mlt entspre- 
chenden komplementa*ren Nukleotidstrangen herangezogen werden. Diese Hybridtsierungen verlaufen mit 
sehr hoher Spezifltat und weisen deswegen ein hohes Potential fQr die Oiagnose und die Erkennung von 
Krankheiten auf (Methods Enzymomlogy 68, 373 [1979D. 

5 Elne Technik zur DurchlUhrung solcher Hybridlsienjngsexperimente ist die sogenannte Southern Blot 
Methode (J. MoL Biol. 98. 603 [1975]), die allerdings recht umstandlich ist und mit dem weiteren Nachtell 
behaftet dass in der Regei radloaktive isotope, z.B. M P. bei dieser Technik verwendet werden. Daher slnd 
viele Anstrengungen unternommen worden. urn zum einen die Technik der Hybridisterungsverfahren zu 
vereinfachen und 2um anderen die Radioaktivitat durch geeignete nichtradioaktive ReportermoiekQIe zu 

io ersetzen. 

Bne Moglichkeit sowohl die Technik der Hybridisierung zu vereinfachen. als auch gleichzeitig die 
RadioaktrvftSt zu ersetzen, bieten fluoreszierende Systerne. wobei ein Energietransfer von einem Donor auf 
einen Akzeptor stattfindet Solche Energietransfersysteme wurden von FBrster vorhergasagt (Ann. Phys. 2, 
55 {19483). Gleichzeitig wurde von Forster (supra) eine Relation zwischen der Efflzienz des Energtetransfers 

76 und der Entfernung zwischen Donor und Akzeptor hergestellt (sog. F6rster-G!elchung). Ueberlappt die 
Emissionsbande des Donors die Absorptionsbande des Akzeptors, kann Energie vom Donor auf den 
Akzeptor Qbertragen werden, wobei die Efflzienz dieser EnergleObertragung mit der 6. Potenz der Entfer- 
nung zwischen Donor und Akzeptor abnimmt. Mit anderen Worten, je kleiner die Entfernung zwischen 
Donor und Akzeptor, umso intensiver ist der Energietransfer. 

so Inzwlschen slnd Energletransfermessungen zu einem hltfreichen Werkzeug fUr Abstandsmessungen 
innerhaJb als auch zwischen verschledenen Molekulen geworden (Stryer, Ana Rev. Biochem. 47, 819 
[1987]). Solche Abstandsmessungen Uber die Efhzienz des Energietransfers zwischen Donor- und Akzeptor- 
moiekOIen sind fOr Immunoassays als auch fUr DNA-Hybridisierungsassays geeignet (J. Biol. Chem. 251, 
4172 [1976]; Anal. Biochem. 108, 176 [1980]; Clin. Chem. 29, 15B2 119833; Chemilumlnescent and 

26 Fluorescent Probes for DNA-Hybridisation Systems [1985]; Kingsburg. D.T. and Faikow Eds., 345-356, 
Academic Press, New York). 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue, fOr Abstandsmessungen innerhalb als auch zwischen verschie- 
denen Motektllen geeignete Energietransfersysteme bestehend aus zwei organischen Verbindungen, von 
denen die eine einen Chromophor vom Lumazintyp ist und die andere, mit der sie in WechseMrkung stent, 

30 ein Rutheniumkomplex ist. 

Diese Energietransfersysteme konnen im weiteren Sinne auch als Donor-Akzeptor-Energietransfersyste- 
me definiert werden. Unter der Donor-Komponente sotlen allgemein solche Verbindungen verstanden 
werden. weiche in der Lago sind, ticht von einer Energiequelle aufzunehmen und anschliessend auf einen 
Akzeptor abzugeben. Als Akzeptor solien allgemein solche Verbindungen verstanden werden, die befShigt 

35 sind, diese vom Donor abgegebene Energie aufzunehmen. 

GemSss vortiegender Erfindung stellen solche Akzeptoren Ru-Kompiexe dar. Die Energteaufnahme 
erfolgt Ober die langwellige "metal to ligand' charge transfer'-Bande (MLCT) von diesen Ru-Komplexen. Der 
Ausdruck "metal to ligand charge transfer" -Bande (MLCT) bezeichnet den Uebergang von einem d-Bektron 
das Ru (II) -Ions zu einem ir'-Elektron des Llganden-Systems des Rutheniumkomplexes. Siehe hierzu auch 

40 Crosby, J. Chem. Education 60, 791-796 [1983]. 

Als Chromophore vom Lumazintyp (Lu) eignen sich Lumazinderivate und Shniiche ^-Systerne der 
allgemetnen Formel 



worin H y und R 2 jeweils fUr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkyi^uPpe. I-Wbosyl, 1'- 
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/22-DasoxvribosvO Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; Fb filr ein H-Atom oder fQr 
elneleg^nenfalls substituierte Ci-,o-Alkylgrupr* stent und R* fur eine gegebenenfalls substHu.Grte 
Ci io-Mkylgruppe p V-Ribosyl. V (2' -Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung 



steht 

oder der allgemeinen Formel 




II 



worin Rs und Re j'eweils fOr eine gegebenenfalls substhuierte Ct-io-Alkylgruppe stehen; und R? und Ra Rlr 
1'- Ribosyl. V^'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. beispielsweise 
eines C-Nukleosldderivates. wie in J. Org. Chem. 54, 3927 (1989) beschrieben. 

Unter analogen Hydroxyverblndungen werden Verbindungen mit einer oder mehreren Hydroxygruppen, 
uber die sich eine kovalente Kopplung an andere Molekule erreichen ISsst, verstanden. Unter den 
Lumazinderivaten werden sowoh) die «-als auch die 0-Anomeren verstanden. Die Zuordnung fUr a- bzw. fi- 
Anomere wurde auf Grund pubiizierter Daten in den einschlagigen Fachliteratur, z.B. mittels 'H-NMR 
(Chem. Ber. 106. 1401 (1973). Uebigs Ann. Chem. 1217-1234 (1977)) durchgefGhrt. Eigene neueste 
Untersuchungen mittels ROntgenstrukturanalyse zeigten, dass das ursprOngliche a-Anomere in Wlrklichkett 
0-Anorneres isl und umgekehrt. 

Die Ruthenlumkomplexe slnd Verbindungen der allgemeinen Formel 



Ru 2+ Li L 2 U »i 

wobei die Liganden Li. L 2 und L 3 gleich oder verschleden slnd und LadungsTJbertragungsGlnhelten 
darstellen und der Ligand La mit einer Gruppe A-X substituiert 1st, wobei A eine Alkylengruppe, die auch 
Sulfonamide, Thioather-, Ather-, Carboxy- oder Carboxamidfunktionen tragen kann und X eine Aldehyd-, 
Carboxy-. Hydroxy-. Amino-. Thiocyanatgruppe, Halogen oder eine Phosphit- oder Phosphatgruppe Oder 
eine modifizlerte Phosphatgruppe. z.B. eine Phosphonat-oder Thlophosphatgruppe, oder eine sonstwie 
geelgnete Funktion darsteilt 

So wie hier verwendet, steht der Ausdruck "Ci-io-AIky!" fUr eine geradB oder verzweigte, gegebenen- 
falls substituierte Alkylkette. die 1-10 C-Atome enthart, wie z.B. Methyl. Aethyl. n-Propyl. Isopropyl. n-Butyl. 
Isobutyl. sek. Butyl, tert. Butyl, n-Pentyl. n-Hexyl, usw. Bevorzugte Alkyigruppen sind Methylgruppen. 

Unter substituierten Alkyigruppen werden solche verstanden, die die FShigkeit zur EnergleUbertragung 
nicht negativ beelnflussen. 

Beispiele fur Ladungsubertragungseinheiten Li, L 2 und U sind Bipyridyl, Bathophenanthrolin oder 
Benzbathophenarrthrolin. die gegebenenfalls substituiert sein konnen. 

Die Alkyiengruppe A kann gerade oder verzweigtkettig sein. Ganz besonders bevorzugt ist A eine 
-(CH2)*- oder -(CH 2 )s-Gruppe und X eine -OH-Gruppe. 

Bevorzugte erflndungsgemasse Energietransfersysteme sind DNS- oder RNS-Sequenzen. die Chrorno- 
phore vom Lumazintyp in kovalenter Bindung enthalten und die entweder in modffizierter Form, vorzugswei- 
se in aminomodifizierter Form, Oder In unmodifizierter Form direkt oder Uber eine Spacer-Gruppe durch 
Reaktion mit einem Rutheniumkomplex der Formel 111 kovalent verknOpft sind. Bevorzugt ist eine kovalente 
Bindung am S-Ende der DNS- Oder RNS-Sequenzen, am 3*-Ende oder innerhalb der DNS- Oder RNS- 
Sequenzen, die zu diesem Zweck entsprechend modifiziert sind. 

Gemass vorliegender Erflndung konnen die Chromophore vom Lumazintyp am Ende der DNS- oder 
RNS-Sequenz oder innerhalb der DNS- oder RNS-Sequenz anstelie eines Nukleosids eingebaut werden, 
wobei der Einbau in betiebiger Welse erfolgen kann. Es konnen aber auch mehrere, vorzugsweise 2-8 
aufeinanderfolgende Chromophore vom Lumazintyp am Ende der DNS- oder RNS-Sequenz. oder innerhalb 
der DNS- oder RNS-Sequenz. anstelie mehrerer Nukleoside eingebaut werden. Denkbar ware es auch. die 
Chromophore vom Lumazintyp so zu modiftzieren. dass ihre Bindung auch an entsprechend modifizterte 
Basen oder an das Zucker-Phosphat RUckgrat erfolgen kann. 
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Besonders bevorzugte erfindungsgemSsse Energletransfersysteme sind: 

Ru 2 * U U U d(LuGTTQACAAQAATCCTCACAATACC) 3\ 
Ru 2 * Li U la d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
Ru 2 * Li La U d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
Ru 2 * Li U d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3*. und 
Ru 2 * Li U U d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3* 

bei denen der Ruthenfumkomplex (Ru complex) der altgemeinen Forme! Ill Uber eine sehr stabile 
Phosphodlesterbindung an die DNS gebunden ist und die Chromophore vom Lumazintyp 1-(2'-desoxy-a-D- 
ribofuranosylh6,7-dImethyl-luma2in (Lu) sind (siehe Figur 1). 

Die Chromophore vom Lumazintyp und Rutheniumkomplexe der Forme! Ill konnen aber auch in 
verschiedenen DNS- oder RNS-Sequenzen eingebaut ais Energietransfersysteme verwendet werden. Sie 
konnen aber auch in Peptide Oder Polypeptide eingebaut als Energietransfersysteme verwendet werden. 
Ein Ensatz in anderen MolekOlarten Ist ebenfalls denkbar. 

Der Ausdruck *DNS- oder RNS-Sequenzen" stent fur natOrliche Oder synthetisch hergestellte. unmodifi- 
zierte Oder modifizierte DNS- oder RNS-Sequenzen. 

Die Rutheniumkomptexe der allgemeinen Formel III konnen gemass EuropSlscher Patentanmeldung, 
Veroffentnchungs-Nr. 178450, hergestellt werden. 

Die Kopplung der Rutheniumkomptexe der allgemeinen Formel III an die DNS- oder RNS-Sequenzen, 
die ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp enthalten, erfolgt in an sich bekannter Welse. Eine 
mSgliche Kopplungswelse mlt modifizierter DNS oder RNS besteht darin, dass man den Rutheniumkomplex 
der Formel ill und die modifizierte DNS- bzw. RNS-Sequenz mit einem wasserloslichen Carbodiimidderivat, 
z.B. mit N<?yclohexyt-NM2-morpholinoathyl)-carbodiimid-methyl-p4oluolsurfonat behandelL Ein besonders 
bevorzugtes Kopplungsmittel ist 1 ,1 .S.a-Tetramethyl-a-succinyluronium Tetrafluoroborat (1:1), nachfolgend 
TSU* genannt (das vorerwahnte "TSU" kann hergesteilt werden, wie es in der offengelegten japanischen 
Patentanmeldung Nr. 166730786 beschrieben ist). Die Kopplung erfolgt vorzugsweise in einem Losungsmit- 
telgemisch, z.B. aus DMF, Dioxan oder Wasser. Ueberraschenderwelse wurde gefunden, dass eine 
Aktivierung von Carboxytfunktionen mit TSU auch In Anwesenheit von Wasser vonstatten gent 

Die Kopplung kann aber auch direkt erfolgen, z.B. Uber eine Phosphodiesterbindung. die in einem 
Liisungsmlttel, wie Acetonltril oder absolutem Pyridin ausgebildet wird. Die Rutheniumkomplexe fUr eine 
direkte Kopplung werden in eine fOr die Kopplung geetgnete Form Ubertahrt, vorzugsweise In 
Phosphoramidit-, H-Phosphonat- oder aktivierte Phosphatfunktionen. 

Die Phosphoramiditderivate der Rutheniumkomplexe konnen in situ fOr die Kopplung in der Oligonu- 
kleotidsynthese hergestellt werden (Bannwarth und Schmidt, Tetrahedron Letters 30, 1513 (1989)). 

Die Rutheniumkomplexe In Form ihrer H-Phosphonate sind durch Urnsetzung des mlt einer Hydroxyal- 
kylgruppe derivatlsierten Rutheniumkomplexes mit Trisimidazoylphosphin (Frohter et al.. Nucleic Acid 
Research 14. 5399 (1986)) oder mlt Salizyichlorophosphin als Reagenz (Marugg et al., Tetrahedron Letters 
27, 2271 (1986)) und nachfotgender Hydroiyse erhaltlich. Die Hersteitung kann gemass Figur 6 erfolgen. 
Die so erhaltenen H-Phosphonate lassen sich in bekannter Weise in der Synthese von Oligonukleotiden 
verwenden (Garreg et al, Chemica Scripta 25, 280 (1985)). 

Die Herstellung der DNS- oder RNS-Sequenzen, die ein Oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp 
anstelle einer oder mehrerer Nukleoside eingebaut haben oder zusatzlich an einem Ende der DNS- oder 
RNS-Sequenz enthalten, erfolgt in an sich bekannter Weise. Die Chromophore vom Lumazintyp werden In 
eine fur die Kopplung geeignete Form Dberfuhrt, vorzugsweise in Phosphoramidit-. H-Phosphonat- oder 
aktivierte Phosphatfunktionen. Die Kopplung erfolgt vorzugsweise an das wachsende DNS- oder RNS- 
Fragment wShrend der Synthese. Die Synthese kann sowohl in flOssiger Phase ats auch an fester Phase 
durchgefuhrt werden, wie sie beispielsweise in Science 230, 281 (1985), Chimia 41, 302 oder In 
-Oligonucleotide Synthesis: A practical Approach", IRL Press, Oxford, UK. MJ. Gait Ed. (1984) beschrie- 
ben ist. 

Besonders bevorzugte DNS-Sequenzen, in welche ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp 
anstelle einer oder mehrerer Nukleoside oder zusatzlich am 5 f -Ende eingebaut sind, sind: 

d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTT6ACAALuAATCCTCACAATACC) 3', 
d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ und 
d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3' 



EP 0 439 036 A2 



worin Lu fQr iwa-^esoxy^D-ribofuranosyl^.T-dlmethyl-lumazIn stent. 

Diese DNS- oder RNS-Sequenzen Widen auch einen Gegenstand der vortlegenden Erfindung 
Ebenfalls einen Gegenstand der vortlegenden Erfindung bilden die Lumazindenvate und ahnbche 
s Systeme der allgemeinen Formel 



w 



1S 




worin Ri und R 2 ieweils fUr ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte C,-io-A!kylgnjppe. r-Rlbosyl. 1'- 
(^-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 fQr ein H-Atom oder Kir 
eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe steht und FU fOr elne gegebenenfalls substituierte 
Ci-ia-Alkytgruppe, 1'-Ribosyl. V^'-DesoxyrlbosyO oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stent 
oder der allgemeinen Forme! 



o 



30 




II 



as worin Rs und FU Jewells fOr eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe stehen; und R 7 und Ra fOr 
V-Ribosyl, V^-Desoxyrlbosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. beispielsweise 
eines C-Nukleosidderivates. wie in J. Org. Chem. 3927, 16 (1989) beschrieben. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform hat das Lumaanderivat die folgende Formel: 



45 




II-l 



worin Ri und R 2 fUr eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-Aikylgruppe. vorzugsweise eine Methylgruppe, 
steht und Rg fOr 1'-Ribosyl oder 1 '(^-Desoxyribosyl) steht. 

Ein besonders bevorzugtes Lumazinderivat fst l-ta'-desoxy-a-D-ribofuranosyO-e^-dimethyl-lurhazin 
(siehe Verbindung 1 in Figur 2). 

Die vorstehend~genannten Lumazinderivate konnen wie von Ritzmann und Pfleiderer in Chem. Ber. 106, 
1401 (1973) beschrieben, hergestellt werden oder in analoger Weise hierzu. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bilden Phosphoramidite und H-Phosphonate der 
vorstehend genannten Lumazinderivate, die fur die Festphasen-oder LSsungssynthesen von Oligo- oder 
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Polynukleotiden geeignet sind. 

Bn besonders bevorzugtes Phosphoramldit der vorliegenden Erftndung ist l-tS'-CM^-Dimethoxytrityt- 

2 r -desoxy^D^bonjrajiosyl^'-CH(2^ 
(siehe Verbindung 3 in Rgur 2). 

Die vorstehend" genannten Phosphorarnidite oder H-Phosphonate der Lumazlnderlvate konnen durch 
Umsetzung von am 5'-Ende geschutzten, vorstehend genannten Lumazinderivaten nach bekannten Metho- 
den hergestellt werden. Vorzugsweise wird das 5'-Ende des Lumazindeiivats zuerst durch eine 4,4'- 
Dimethoxytritylgruppe geschOtzt und die resultierende Verbindung anschliessend mit 2-Cyanoethoxy-bis- 
dilsopropylaminophosphin in Gegenwart von Diisopropylammoniumtetrazolid In das entsprechende 
Phosphoramidit des Lumazinderivates umgesetzt Das hier bereits genannte, besonders bevorzugte 
Phosphoramidit i^5XM ( 4'-Dimetho>cyWtyh2'Kieso)^^ 
dnsopropyI-phosphoramidit)-6,7-dimethy!-lumazin 3 kann gemass Rgur 2 hergestellt werden. 

Bn weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung slnd Lumazinderivate, die den Einbau von 
Lumazinen am 3'*Ende von Oligonukleotiden in der Festphasensynthese ermSglichen. 

Ein besonders bevorzugtes Lumazinderivat der vorliegenden Erfindung ist HSWM^-Dimethoxytrltyl- 
2 , Hjesoxy-a-D-ribofuranosyl-3'-0-stirxinyl)-67^methyWumazin (siehe Verbindung 16 in Rgur 5). 

Die vorstehend genannte Verbindung kann durch Umsetzung des am ff-Ende mit einer 4,4'-Dimethox- 
ytritylgruppe geschutzten Lumazinderlvats 2 nach bekannten Methoden hergestellt werden. Vorzugsweise 
wird das geschUtzte Lumazinderivat mit BemsteinsSureanhydrid unter Aktivierung umgesetzt und das 
Produkt als Salz der Saure isoiiert Die Hersteliung des l-fS^^-Dimethoxytrityl^'Klesoxy-^rD-ribofuran- 
osyl-3'-0-succinyl)-6,7-dimethyl-lumazin kann gemass Rgur 5 erfolgen. 

Bn weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist mit Lumazlnderlvaten modlflzlertes Controfled- 
Pore-Glas (CPG) (siehe Verbindung 17 in Rgur 5), welches Ublicherweise als Tragermatertai in der 
Festphasensynthese verwendet wird. Andere fUr die Modifizierung verwendbare Tragermaterialien, wie z.B. 
Kieselgel konnen ebenfalis benulzt werden (F. Chow; T. Kempe; G. Palm; Nucleic Acids Res. 9. 2807 
[1931]). 

Durch die Verkniipfung des CPG-Materials mit Nukleosiden und deren Derivate konnen die verschie- 
densten Reste am 3*-Ende eines Oligonukleotides eingebaut werden. in der bevorzugten AusfUhrungsform 
der vorliegenden Erfindung wird das Tragermaterial mit einem Lumazinderivat verknGpft, welches fOr den 
weiteren Aufbau eines Oligonukleotids geeignet ist. 

Die Hersteliung des funktionell modifizlerten CPG erfolgt in an sich bekannter Weise durch Kupplung 
des l-fS'-O^'-Dimethoxytrityl-^-desow-^ 6,7-dimethyHumazin 16 mit fur 

die VerknOpfung geeignetem CPG-Materiai. In der bevorzugten AusfUhrungsform erfolgt die Hersteliung des 
funktionailsierten Tragermateriats gemSss Rgur 5 durch Aktivierung von 16 mit Mesltylen-2-sutfochlorid 
(MsCI) und 1-MethyHrnidazol (Melm). 

Mit dlesem so erhaltenen Trager lassen sich Lumazinderivate am 3*-Ende von Oligo- oder Poiynukleoti- 
den einfOhren. Dies hat den Vorteil, dass zum Beisplel Energletransfersysteme zwlschen Oligonukleotiden 
mSglich slnd, die mit Donor oder Akzeptor an verschiedenen Enden der Oligonukleotide ausgerilstet sind. 

Besonders bevorzugte erfindungsgemasse Energietransfersysteme mit diesen Bgenschaften sind: 

5*-d(TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3* 
5'-d(CTACTGGGATAGGTGGA-LuLuLuLu) 3' 
5^d<TCAACGTATGTTCACCG-LuLuLuLu) 3' 

Ueberraschenderweise hat sich gezeigt, dass die Chrornophore vom Lumazintyp gemass vorliegender 
Erftndung geeignet sind, Licht von einem Stickstoff-Laser auf Rutheniumkomplexe der Formel III zu 
Dbertragen. 

Die Kombinationen Chromophor vom Lumazintyp/Ruthenlumkomplex der Formel III stellen damit 
Energletransfersysteme dar (mit dem Chromophor vom Lumazintyp als Donor und dem Rutheniumkomplex 
der Formel ill als Akzeptor), die fur Abstandsmessungen innerhalb eines oder zwischen verschiedenen 
MolekUlen ausserordentlich geeignet sind, da, wie bereits elnleitend ausgefUhrt, auf Grund der Forsterglei- 
chung eine strenge Korrelation zwischen Energietransfer und dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor 
besteht. 

Solche Abstandsmessungen k6nnen zur Bestimmung von Molekulassoziationen zwischen verschiede- 
nen MoiekOten, beispielsweise zwischen DNS- oder RNS-Sequenzen und Proteinen/Peptiden herangezogen 
werden, wenn eine Molekulart mit dem Donor und die andere mit dem Akzeptor ausgestattet ist. Dies kann 
zum Nachwels von Interaktionen dieser MolekOle und zum Nachweis der Anwesenheit Oder Abwesenheit 
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von MolekOten herangezogen werden. Oiese Nachwelse eignen sich bn besonderen fUr diagnostische Teste, 
wie z.B Immunoassays, Rezeptorscreeningassays. DNS-Sonden-Assays. , j ^ . 

ane tePPlung der RihU*» der Formel III an Proteine/Peptide wurde In der Europa.schen 
Patentanmeldung. VeroffentBchungs-Nr. 178 450. beschrieben. Die Modlfizierung von Lumazln-2 -desoxyri- 
boslden am 5'-Ende mlt einer Aminofunktton kann analog derjentgen von Thymidin (Hefc Crnm Acta 71. 
StSX erfolgen. Damit ist die Kopplung von Chromophoren vom Lumazintyp an Proteine/R,ptide Ober 
CarboUldblndungen zu bewerkstelllgen. Dadurch ISsst sich das erflndungsgem ^ Jf^»^ 
Ln rwischen elnem Chromophor vom Lumaamyp und elnem Ru-Komplex der Formel mm solchen .Teste 
anwenden. bei welchen Abstande zwischen Proteinen/Peptiden eine Roll* splelen. w.e ehva bei Immunoas- 
says. 

Auch Rezeptorscreeningassays kSnnen auf dieser Basis aufgebaut werden. 

Durch den Einbau des Energietransfersystems im glelchen MolekUl lassen sich Abstandsmessungen 
innerhalb eines MolekUls durchfOhren. Durch den Einbau der Komponenten des Energietransfersystems , in 
verschiedene MolekUle lessen sich aber auch Abstandsmessungen zwischen verschiedenen MolekUlen 
durchfOhren Solche Systeme stellen die bevorzugten erfindungsgemassen Energietransfersysteme dar. 

DarUber hlnaus slnd die besagten Donoren, insbesondere die erfindungsgemassen Lumazmderivate, 
geeignet, tn der far die Anregung der Rutheniumkomplexe verwendeten Kombinatlon von Stickstoff- und 
Farbstofflaser letzteren zu ersetzen. ^_ co , 

Die Methodik der zeitaufgelSsten Fluoreszenz-Technik ist beispieisweise in der DTOS 2628158 Oder 
der Miner erwiihnten Europaischen Patentanmeldung Nr. 85.1113777.9 (VerBffentlichungs-Nr. 178450) 

beschrieben. ^ _ 

Die nachfolgenden Beispiele und Figuren iilustrieren die vorliegende Erfindung ohne sie zu bescnran- 

ken. 

Figur 1 zelgt die Struktur des 5'-Endes der Verbindung 11_ (Beispiel 4). 

Rgur 2 zeigt schematisch die Herstellung von i-tSW^'-Oimethoxytrityl^'Klesoxy^-^ribofuranosy]- 
3'-0^2K;yanoethyI)-N.N^ilsopropyl-p^sphoramidit)-67-dimetbyWumazin (3). 

Rgur 3 zeigt schematisch die Synthase von verschiedenen DNS-Sequenzen. die ein oder mehrere 
Chromophore vom Lumazlntyp anstelle einer oder mehrerer Nukieoside etngebaut haben Oder zusatzlich 
am G'-Ende der DNS-Sequenz enthalten. 

Rgur 4 zeigt die gelelektrophoretische Analyse der Verbindungen 4-9 (Beispiei 3) und 10-15 (Beispiel 

4). 

Figur 5 zeigt schematisch die Synthase des 1-(5 , -0-4,4 , -Dlmethoxytrityi-2*-desoxy'a-D•ribofu^anosy1-3 , - 
0-succinyi)-6,7-dimethyl-lumazin und des mit Lumazln modifizierten Tragers. 
Figur 6 zeigt die Synthese des Ru-Komplex H-Phosphonats. 

Rgur 7 zeigt die Sequenzen der Oligonukleotide 20-25 und ihre Verwendung in Energietransfersyste- 



men. 



Rgur 8 zeigt die Sequenzen der Ofigonukleotide 20, 21, 23. 24, 25 und ihre Verwendung in 
Energtetransf ersy stemen . 



Beispieie 



Alle Losungsmittel waren von hiichster Relnheit Das Phosphoramidit des Ruthenium 
(bathophenanthrolin)-Kompiexes wurde in situ, wie von W. Bannwarth und D. Schmidt beschrieben 
(Tetrahedron Lett. 30, 1513, 1989), hergesteilt. DNS-Synthesen wurden an fesien Tragern (Adams et al.. J. 
Am. Chem. Soc. 105, 661 [1983]) mittels Phosphoramidit-Chemie nach publt2ierten Methoden. z.B. nach 
Sinha et al.. Nucleic Acids Res. 12, 4539 (1984) oder Bannwarth, Chimia 41, 302 (1987). durchgefUhrt 
ZeitaufgeiSste Fluoreszenzmessungen burden in einem Votumen von 100 W mittels eines publizierten 
Apparates [Europajsche Patentanmeldung, (Veroffentiichungs-Nr. 178450)] durchgefUhrt Kurzsaulenchro- 
matographle (CC). wie von Hunt und Rigby beschrieben (Chem. Ind., London, 1888 [1967]). wurde mit Silica 
Gel 60 (0.063-0.040 mm. Merck) durchgefOhrt. i-t^-desoxy-o-D-ribofuranosyO-ej-dimethyl-lumazin (1) 
wurde, wie von Ritzmann und Pfleiderer in Chem. Ber. 106. 1401 (1973) beschrieben. hergesteilt. 



Beispiel 1 
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1_ ( 5 i _o-4 , 4 ' -Dimethoxytrityl-2 ' -desoxy-a-D-ribof uranosyl ) • 
6, 7 -dimethyl- lumazin (2) 



(i 15 mmol (A5 ma) der Verbindung 1 wurden zwelma! In abs. Pyridin aufgenommen und evaporiert 

STS torRaumtemperatur (KI) gerOhrt. Nach 1 h wurde 1 ml Methane. "TO*" ™« «* 
S2£ « Mku h gesatfgte Nalicb,-L6sung gegossen und drelma. m.t Je 30 ml 
SS, Lanier! Die vweinigtan organised Phasen wurden Qber Na 2 SO t getrocknet und nach 
SSon vom Trodtenmittel eingeengt Der RQckstand wurde Qber 10 g Kieselgel mittels KbrsaManchm- 
2S^i*wS^a^N%n> und 100 ml CH.CVMeOH/B.N (97/2/1) auTgetrenn . Die rehien 
MSSSS^Sm gesarnmeit und eingeengt Der ROdcstand wurde nat* , Uta. in 5 ml Chtoroform 
duSTmtai in 150 ml n-Pentan gefillt Das Prazipitat wurde gesammelt und getrocknet und Merft 65 
mg (48.3%) reines Produkt 

Beispiel 2 



l-{ 5 * -o-4 , 4 ' -Dime thoxytrity 1-2 f -desoxy-a-D-ribof uranosyl- 
25 3' -0-( (2-cyanoethyl)-N / N-diisopropyl-phosphoramidit)-6 f 7- 
dimethyl-lumazin (3) 



40 



0.3 mmol (183 mg) der Verbindung 2 (Beispiel 1) warden in 15 ml MeCN (abs.) 
evaporiert Der RUckstand wurde dann emeut in 15 ml MeCN aufgenommen, mrt 0 6 ^ 

ST^S^D^ warded Mischung in 100 ml gemote "aHCOa-Losung und 
drelma mlt ie 30 ml CH 2 CI 2 extrahiert Die vereinigten organischen Phaser, wurden Uber Na 2 SO t 
q^LTZ nl Filtration vom Trodcenmittel eingeengt 

mittels Kurzsautenchromatographle mit 100 ml CH a Cfc/ B.N (99/1) und 100 ml CH*CI 2 /Et3N (80S) 
aufgetrennt Die reinen Produktfraktionen lieferten 170 mg (70%) reines Produkt 

Beispiel 3 

Synthese von d ( GOTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3 , 4, 
d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3 » 7, 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3 , 6, 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3 , 5, 
d ( LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3 , 8 und 
d ( LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTC ACAATACC ) 3 , 9 . 



ss 
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KetterwerlSngerung mil 3 wurden 20 mg ^.^^^^Zd nach Schtrtzgruppenabspaltung m« 

io Belspiel 4 

Synthese von 

Ru Komplex-d (GTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3, 10 , 

Ru Komplex-d ( GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3, 12, 

Ru Komplex-d ( GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC ) 3, 13, 

Ru Komplex-d ( GTTGACAALUAATCCTCACAATACC ) 3 , 14 > 

20 Ru Komplex-d ( LuGTTG AC AAGAATCCTC ACAATACC ) 3, 11 und 

Ru Komplex d { LuLuLuLuLuGTTGAC AAG AATCCTCACAATACC ) 3, 15. 



25 



30 



Nach Abspaltung der Dimethoxytrityl-Schutzgruppe wurde der Bathophenanthrolin-Rutheniurn ll-Kom- 
olex in Form seines in situ hergestellten PhosphoranMdits mit den Verbindungen 4-9 (Belspiel 3) gekoppe It 
(Bannwarth and Schmidt. Tetrahedron Letters 30, 1513 (1989)). Durch Behandlung mit cone. Ammoniak 
wurden dann die Verbindungen 10-15 in ungereinigter Form ertialten. Rgur 4 zeigt die Analyse d.eser 
Verbindungen mittels 20% Poryacrylamld-Gelelektrophorese, 

Die Verbindungen 10-15 in reiner Form wurden entweder mittels Umkehrphasen-HPLC Oder m»ttels 
praparativer Gelelektrophorese und nachfolgender Elektroelution erhalten. 



Belspiel 5 



Fluoreszenzmessungen mit den Verbindungen 11-15 zur 
Bestimmung der Eff izienz des Energietransf ers 



Die Fluoreszenzintensitaten der Verbindungen 11-15 wurden mittels zeitaufgeloster Fluoreszenz-Tech- 
nik gemessen. Die Verbindungen 1J-15 wurden mittels Lichtpulsen eines Stickstofflasers (0.7 ns bet 337 
nm) angeregt und das Fluoreszenzticht wurde mittels eines Photoverstarkers gemessen. 

Die gemessene Intensitat der Fluoreszenz l F bei 618 nm (Emissionswellenlange des Rutheruumkomple- 
50 xes) kann durch die Summe von 3 Komponenten beschrieben werden: 

If = Ifi + Ifz + >F3* 

l F1 ist die Fluoreszenzintensitat des Lumazin bei 618 nm. I„ stelit die durch direWe Anregung verursachte 
65 Emission des Ru Kompiexes dar und l F3 bezeichnet den Fluoreszenzintensimts-Etetfrag des Energietrans- 
fers. Oa Ir prakUsch null 1st ISsst sich die gemessene Fluoreszenzintensitat so schrelben: 

l F " Ip2 + 'f3- 
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,n der fCgenden TabeUe sind die Efflzienzen (E) dss Energietransfers der Verblndungen 10^5 aufgeflhrt 
Dlese wurden nach der Formel 



l F2 

10 

berechnet 



I p - I F2 . 100 [%] 

E " 

I, 



» 5 verbindung E (%) 



11 15 -° 

12 12 - 6 

13 5 ' 4 

li 4 ' 1 

25 15 77.0 



W Dio Tabelte offenbart eine Kbrrelation zwischen der Efflzlenz des Energietransfers ^ Abstend 

35 Beispiel 6 

Synthese von 5' d(TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' 120) 



45 



SO 



A. Synthese von ,^W.4^n*h^^ 

OWWB.N IW» "d «*»f» ^^X'iitlS^fTO— 5 * CH,C>M% 

^ ss; ■* -»» a * e "™™** 



10 
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und 46 mmol (1,0 g) Mesitylen-2-Sulfochlorid sowie 4 mmol (0.4 ml) 1-Methyl-lmidazol dazugegeben. 
Wahr^nd der Reaxttonszeit (18 Stunden) wurde gelegentlich umgeschUttelt. Das Gemisch wurde filtriert 
und mit Pyridin und Xther gewaschen. Nlchtabreagierte Amlnogruppen wurden durch Zugabe von 15 ml 
einer USsung aus 1 g DMAP. 2 ml Ac 2 0 und 2 ml LuMn blockiert. Nach 30 Minuten wurde die L5sung 
abfiltriert und der funktionalisierte Trager mit Pyridin und &ther gewaschen und getrocknet Durch UV- 
Messung der abgespattenen DMTr-Gruppe (499 nm) wurde eine Beladung des Tragers (17) von 27 

r?^trTse 0 des 3Mumazinderi V atieierten Oligonukleotids 5' dfTQGGATAGGTGGATTATLuLuLuLu^* 

" [is Synthese des Oligonukleotids erfolgte mlt dem in Teil B. hergesteltten Trager (17) unter Verwendung 
des Lumazinphosphoramidites 3 aus Beispiel 2. Dazu wurden 1.08 ,emol (40 mg) des Tragers mit 24 
,.mol (20 mg) der Verblndung 3 und 240 P mol (17 mg) Tetrazol In 0.5 ml trockenem MeCN In elnem 
Standardreaktionszyklus gekuppelt. Nach dem Bnbau der Lumazinchromophoren am 3*-Ende wurde die 
Synthese mit normalen Phosphoramldlten fortgesetzt Nach EntschUtzung mlt NHs erfolgte die Isolierung 
des Oligonukleotids (20) durch Elektroetution nach praparativer Getelektrophorese. 
Beispiel 7 



Synthese von Ru Komplex-d ( ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT ) 3 1 (21) 



A. Synthese des H-Phosphonats des Bathophenanthrotin Ru (111) Komplexes (18). 
Verfahren A: 

In eine Losung von 2.7 mmol (180 mg) Imidazol und 2,8 mmol (380 /ti) EfcN in 10 ml trockenem MeCN 
wurde unter Argon innerhalb von 5 Minuten mit einer Spritze 0,8 mmol (70 ^0 PCb zugegeben und die 
Mischung fUr 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) gerUhrt Separat dazu wurden 0,1 mmol (126 mg) 
des Ru-Kompiexes mit trockenem MeCN evaporiert und nach Aufnahme in 10 ml MeCN zu der 
Mischung mlt dem Trisimidazoylphosphin gegeben. Nach 2h RGhren bei RT wurde die Mischung in 100 
ml 0.1 M TEAA pH 7,0 gegossen und mit CteCIz (3x50 ml) extrahiert Die vereinigten organlschen 
Phasen wurden Qber Na 2 SO* getrocknet. Nach Elnengen wurde der ROckstand mit Ather dlgeriert und 
anschllessend gewaschen. Nach Trocknen wurden 120 mg (88%) des H-Phosphonats 18 erhalten. 
Verfahren B: 

0.1 mmol (126 mg) des Ru-Komplexes wurden mit MeCN evaporiert, in 5 ml trockenem MeCN und 1 ml 
trockenem Pyridin geiost und eine Losung von 0,5 mmol (101 mg) Salizylchlorophosphin in 2 ml 
trockenem MeCN dazugegeben. Diese Reaktionsmischung wurde bei RT fQr 1.5 h gerllhrt, in 50 ml 0,1 
M TEAA gegossen und, wie in Verfahren A beschrieben. aufgearbeitet. Ausbeute: 120 mg (86%) des H- 
Phosphonats 18. 

B. Kopplung von Ru Komplex H-Phosphonaten an Oligonukleotide. 

Das OHgonukleotld mrt der Sequenz d(ATAATCCACCTATCC-CAGTAGGAGAAAT) 3* wurde in bekannter 
Weise hergestellt und am 5'-Ende entschOtzt am Trager Oelassen. 26 P mol (36 mg) Verbindung (18) 
wurden mit trockenem MeCN evaporiert und in 1 ml trockenem Pyridin aufgeiost 0.5 ml dieser Losung 
wurden gleichzeitig mit 7,3 p\ Pivaloylchlorid, geiost In 0,5 ml trockenem MeCN, zu 0.4 jimol des 
tragergebundenen Oligonukleotids d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 3' gegeben. Nach einer 
Kupplungszeit von 4 Minuten wurde der Trager gewaschen und nochmals mit der gieichen Menge an 
Reagenzien umgesetzt. Danach erfolgte die Oxidation mit 1 ml 0,2 M J 2 /THF und 1 ml EfeN/HaO/THF 
(1:8:1, v/v) und Waschschritte mit MeCN und Ather. Zum EntschUtzen wurden 10 mg des Tragers mit 
700 fi\ konz. Ammoniak fUr zwei Stunden bei 67' C behandelt Durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
konnte die votlstandige Umwandlung des Startoiigonukleotids In das mit dem Ru Komplex markierte 
Oligonukleotid (21) gezeigt werden. 
Beispiel 8 
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Fluoreszensmessungen mit den Verbindungen 20-25 zur 
Bestirnmung der Ef f izienz des Energietransfers 



10 



15 



l F und ^ die Definitionen von Beispiel 5 herbeigezogen. 

Hybrid i f /I F2 



25 



30 



22/21/25 1,0 

22/21/24 1,1 

22/21/23 1,9 

22/21/20 2,2 



^r^cTs^en 2,25 wurder, aucn dazu ^\^ r ^U^Z 
getr ennt£ N«n zu — n ^ ^ ^^^^ dsn beW an 

40 flxiert warden mussten (Fig. 8). Es wurde daw i nur o» P hybridisierten die Oligomikleofr- 

Verblndungen des Energietransfarsysterns >»S««zt '^einSer uTbHdeten n* ihren Chromopho- 
d e 21/20 und 21/23 aufgrund ihrer B ^^^[T^^^™^^^hromopto marWerten OOgonuWeoW 

SSK Paare 21/24 und 21/25 keineTransfers zeigten (Konlrollen). 



50 



55 
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Hybrid I F /I F2 



1,9 
1.8 
1,0 

1,0 



PatentanspriiChe 

1. Energietransfersysteme bestehend aus zwel organischen Verblndungen. von denen die eine ein 
Chromophor vom Lumazintyp ist und die andere, mit der sie in Wechselwirkung steht. ein Ru-Komplex 
ist. 

Z Energietransfersysteme nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Chromophor vom Luma- 
zintyp ein Lumazinderivat der allgemeinen Formel 



O 




I 



I I 
R 2 R 4 



1st, worin Rt und R2 jeweils fur ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkyigruppe, V- 
Ribosyi. 1 '^-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R3 fur ein H- 
Atom oder fUr eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-Alkylgruppe steht; und FU Kir eine gegebenen- 
fails substituierte Ci-10-Alkylgruppe. r-Ribosyl, V(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht; 
oder der aiigemeinen Formel 



O 




II 



ist, worin Rs und Rg jewells fOr eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Aikyigruppe stehen; und R 7 
und Re fur 1'-Ribosyl, V(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

3. Energietransfersysteme nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Ruthenlurnkompiex 
eine Verbindung der aiigemeinen Formel 



ii/20 
21/23 
21/24 
21/25 
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Ru 2 * Li La U III 

ist, wobei die Uganden Li , U und L3 gleich odor verschieden sind und LadungsUbertragungseinheiten 
darstellen, und der Ugand U mit einer Gruppe A-X substltulert ist, wobei A eine Alkylengruppe. die 
auch Sulfonamide, ThloSther-, Ather-, Carboxy- oder Carboxamidfunktionen tragen kann und X etna 
Aldehyd-, Carboxy, Hydroxy, Amino-, Triiocyanatgruppe, Halogen oder eine Phosphit- Oder Phosphat- 
gruppe oder eine modlfizierte Phosphatgruppe, z.B. eine Phosphonat- oder Thiophosphatgruppe, oder 
eine sonstwie geeignete Funktion darstelit. 

4. Energietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass das Chromo- 
phor vom Lumazintyp ein Lumazinderivat der aligemeinen Formel I ist worin Ri und R2 jeweils ftlr eln 
H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-Alkylgruppe, V-Ribosyl, 1 •(2 , -Desoxyribosyl) oder den 
Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; Ra fOr ein H-Atom oder Ulr eine gegebenenfalls 
substituierte Ci-10-Alkylgruppe stent; und FU ftlr eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe. 
V-Ribosyl, IXS-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung steht 

5. Energietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-3, dadurch gekennzetchnet, dass das Chromo- 
phor vom Lumazintyp ein Lumazinderivat der aligemeinen Formel II ist, worin Rs und Re fUr eine 
gegebenenfalls substituierte Ci-10-Akylgruppe stehen; und R7 und Rs ftlr V-Ribosyl, 1 , (2 , -Desoxyribo- 
syl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

6. Energietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-5, dadurch gekennzeichnet. dass ein oder 
mehrere Chromophore vom Lumazintyp am Ende einer DNS- oder RNS-Sequenz oder innerhalb einer 
DNS- oder RNS-Sequenz anstelle eines oder mehrerer Nukleoside in der DNS- oder RNS-Sequenz 
eingebaut stnd und die DNS- oder RNS-Sequenz an elnen Rutheniumkomplex der aligemeinen Formel 
111 gebunden ist, worin die LadungsUbertragungseinheiten Li , U und U gleich oder verschieden slnd 
und Bipyridyl, Bathophenanthrolin Oder Benzbathophenanthrolin-Gruppen darstellen, die gegebenenfalls 
substitutert sein konnen. 

7. Energietransfersysteme nach Anspruch 6 mil einer der folgenden Formeln 

Ru 2 * L, U U-d(LuGTTGACAA6AATCCTCACAATACC) 3\ 
Ru 2 * Li U U-d(GTLuQACAAGAATCCTCACAATACC) 3', 
Ru 2 * L, Lz U-d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3*, 
Ru 2 * Li L 2 La -d{GTTG ACAALuAATCCTCACAATACC) 3', oder 
Ru 2 * L, U L3-d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3' 

worin der Rutheniumkomplex der aligemeinen Formel III Qber eine sehr stabile Phosphodiesterbindung 
an die DNS Oder RNS gebunden ist und die Chromophore vom Lumazintyp 1-(2*-desoxy-a-D- 
ribofuranosy1)-6.7-dimethyHumazin [Lu] sind. 

8. Energietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1 -5, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromopho- 
re vom Lumazintyp und die Rutheniumkomptexe in verschiedene modifizierte oder nlchtmodifizierte 
DNS- oder RNS-Sequenzen eingebaut sind. 

9. Verwendung der Energietransfersysteme gemass den AnsprOchen 1-8 ftlr Abstandsmessungen inner- 
halb eines MotekOls oder zwischen verschiedenen MolekOlen, insbesondere fur Abstandsmessungen 
innerhalb einer DNS- oder RNS-Sequenz Oder zwischen verschiedenen DNS- oder RNS-Sequenzen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9 in diagnostischen Tests. 

11. DNS- oder RNS-Sequenzen, die eine oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp enthalten. 

12. DNS- odor RNS-Sequenzen gemass Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromophore 
vom Lumazintyp Lumazinderivate der aligemeinen Formel 
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R 




I 



I I 

R 2 R 4 



worin Ri und R 2 jewells fur ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe, V- 
RibosyK 1 '(Z'-Desoxy-rlbosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 fOr ein H- 
Atom odor fOr eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Aikylgruppe steht; und R* fOr eine gegebenen- 
falls substituierte Ci-10-Alkylgruppe. V-fllbosyl. rg'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht, 
oder der allgemeinen Formel 



worin R 5 und Re jeweils Hir eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe stehen. und R 7 und R 8 
tUr I'-Rtbosyl. V(2*-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen, sind. 

13. DNS-Sequenzen nach Anspruch 12 mit den folgenden Formeln 

d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3'. 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3', 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3', 
d(TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' 
d[CTACTGGGATAGGTGGA-LuLuLuLu) 3' 
d[TCAACGTATGTTCACCGC-Lu LuLuLu) 3.. 



14. DNS-Sequenzen nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromophore vom Lumazintyp 
(Lu) 1-(2'<iesoxy-a-r>ribofuranosyl)-6,7-drrnethyHumazin sind. 

15. Lumazinderivate der allgemeinen Forme! 




II 
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10 



is 



20 



30 




wortn Rt und R* jeweils fur ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte Ci-to-AIkytgnjppo. 1- 
Ribosvl V<2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer anaiogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 Mr ein H- 
Atom oder fUr eine gegebenenfalls substituierte Ci~to-Alkylgruppe stent; und R* fQr eine gegebenen- 
falls substituierte C^o-Atkylgruppe. V-Ribosyl. r(2'-Desoxyribosyi) oder den Rest etner anaiogen 
Hydroxyverbindung stent, 
oder der ailgemeinen Formel 



II 



R 



(7 



worin R$ und Re jeweils fOr eine gegebenenfalls substituierte C,-io-Alky!gruppe stehen. und R 7 und Ra 
far V-Ribosyl, V^'-Desoxyribosyl) oder don Rest einer anaiogen Hydroxyverbindung stehen. 

16. Phospnoramidite oder H-Phosphonate der Lumazinderivate nach Anspruch 15, insbesondere 1-(5j0- 
^^-Dlmemoxy-trrtyl^-desoxy-a-D-ribofuranosyW ^U2-cyanoethylhN ( I^diisopropyl-phosphorarnldit)- 
6.7-dimethyl-lumazln. 

17. Mit Lumazinderlvaten gemass Anspruch 15 modiflziertes Tragermaterial, Insbesondere 1-(5*-0-4.4*- 
Dimethoxy-trityl-2*<lesoxy-a-D-r^^ 

18. Verwendung des Tragerrnaterials nach Anspruch 17 in der Festphasansynthese. 

19. Verfahren zur Hersteliung von Energietransfersystemen. bestehend aus zwei organlschen Verbinduo 
nen von denen die eine ein Chromophpr vom Lumazintyp 1st und die andere, mit der sie in 
Wechselwirkung stehn. ein Ru-Komplex 1st. dadurch gekennzeichnet. die beiden Chromophobe nach 
beschriebenen Methoden unabhangig voneinander synthetisiert werden und fUr die Wechselwirkung in 
raumRche Nahe gebracht werden. 

20. Verfahren zur Hersteliung von DNS- oder RNS-Sequenzen. die eine oder mehrere Chromophore vom 
Lumazintyp enthalten. dadurch gekennzeichnet, dass Lumazinderivate der ailgemeinen Formel 



65 
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O 




I 



I I 

R 2 R 4 



worin Ri und R 2 jeweils fOr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe. V- 
Ribosyl V^'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxy verbindung stehen; R 3 fOr eln H- 
Atom oder far eine gegebenenfalls substituierte Ct-^-Alkylgruppe stent; und R* fOr eine gegebenen- 
falls substituierte C,-,o-Alkylgruppe. V-Ribosyl. rp'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung stent, 
oder der altgemeirten Formel 



o 




II 



worin Rs und Rs jeweils fOr eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-Alkylgruppe stehen, und R 7 und FU 
fUr V- Ribosyl, 1 '(^-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen, in einer 
fur die Kopplung geeigneten Form, vorzugsweise als Phosphoramtdite, H-Phosphonate oder aktivierte 
Phosphatfunktionen irn Verlauf der DNS- oder RNS-Synthese in die zu synthetisierenden Sequenzen 
kovalent elngebaut werden. 

Verfahren zur Herstellung von rnit Lumazinderivaten verknQpftem Tragermateriat, dadurch gekennzeich- 
net, dass Lumazinderivate der ailgemelnen Formel 



O 




I 



! I 
R 2 R 4 



worin R, und R 2 jeweils fur ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe. V- 
Ribosyl, r(2*-Desoxyrlbosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 fUr ein H- 
Atom oder fur erne gegebenenfalls substituierte Ci-»o-Alkytgruppe stent und R* fur eine gegebenen- 
falls substituierte Ct -io-Alkylg™Ppe. V-Ribosyl, V(2'-Des6xyribosyl> oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht, 
oder der ailgemeinen Formel 
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I 



II 



worin Rs und R$ jewells fDr eine gegebenenfalis substltuierte C-10-Afkylgruppe stehen, und R 7 und R» 
fur V-Rtbosyl, V(2'-Desoxyribosy!) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen, nach 
Oberftlhrung in eine fOr die VerknUpfung mlt dem TrSger geeignete Form, vorzugsweise als Succlnyl- 
75 derivat, mit diesem unter Bildung einer kovalenten Bindung gekoppelt werden. 

22. Energietransfersysteme nach Anspruch 1, hergesteltt nach einem Verfahren gemass Anspruch 19. 

23. DNS- und RNS-Sequenzen nach Anspruch 12. hergesteltt nach einem Verfahren gemass Anspruch 20. 

20 

24. TrSgermaterial nach Anspruch 17, hergestelit nach einem Verfahren gemass Anspruch 21. 
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FIG 2 
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FIG 3 
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FIG 5 
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FIG 6 




Memode B 
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FIG 7 
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TRANSFER 



® 

d(ACCCTATCCACCTAATAAAAATATTAGGTGGATAGG6TCATCCTCTTTA)5' 

22 

d{TGGGATAGGTGGATTAT-Lu 4 ) Ru-d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 

2a O 21 

ENERGIE-TRANSFER 



d(CTACTGGGATAGGTGGA-Lu 4 ) 23 
d(TCAACGTATGTTCACCG-Lu 4 ) 24 
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FIG 8 



ENERGIE /»©' 3' KEIN ENERGIE (A) 

TRANSFER ^ (5)—— —5* TRANSFER 



/*• Ru-d ( AT A ATCC ACCTATC CC AGTAGG AG AAAT) 3* 21 



d(liu-TATTAGGTGGATAGGGT) 5 ' 20 

d(Lu 4 -AGGTGGATAGGGTCATC) 5 " 23 



d(Lu 4 -GCCACTTGTATGCAACT) 5 * 24 
d(TATTAGGTGGATAGGGT) 5 25 



Kontrollen 
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